














X 連鎖 α サラセミア精神遅滞症候群 (ATR-X 症候群) は ATRX 遺伝子の変
異により男性のみで発症し、重度の知的障がいと α サラセミア等を特徴とする
疾患である。ATRX 遺伝子は SWI/SNF 様のクロマチンリモデリングタンパク質
である  ATRX タンパク質をコードしており、ATRX は  plant homeodomain 
(PDH) である ATRX-DNMT3-DNMT3L (ADD) ドメインと ATPase 活性を有す
るヘリカーゼドメインという二つの特徴的な配列を有している。ATRX は様々
な遺伝子発現を調節している。α サラセミア病態に関しては ATRX タンパク質
が減少することで、ATRX が機能しないために α グロビンの発現量が減少する






精神疾患で報告されている。当研究室ではこれまで、Atrx 遺伝子のエクソン 2 














 雄性 WT マウス、AtrxΔE2 マウス (10 週齢) に sigma-1 受容体のアゴニスト
である SA4503 (1mg/kg/day) の慢性経口投与を 2 週間行った。行動試験 (Y 字
迷路試験、新規物体認識試験、Barnes 迷路試験) を行った後、断頭し脳組織を摘
出した。免疫ブロット法を用いて、シナプス関連タンパク質の発現量を測定した。
また、リアルタイム PCR で mRNA 量を測定した。グリア細胞を培養した後、
皮質ニューロンと共培養するという方法で初代神経細胞の培養を行った。発達
段階での培養神経細胞については 培養後 5 日目 (DIV 5)、成熟段階での培養神
経細胞については培養後 21 日目 (DIV 21) に細胞を固定し、免疫染色した後に
共焦点顕微鏡で観察した。次に、培養神経細胞に 48 時間、SA4503 (1μM) を処






AtrxΔE2 マウスの内側前頭前皮質 (mPFC) において BDNF のタンパク質レベ
ルが減少していた。一方、NMDA 受容体の発現量は変化しなかった。BDNF は
神経発達や軸索伸長に関わることがこれまで報告されている。野生型と AtrxΔE2 
マウスの大脳皮質培養神経細胞を比較すると、DIV 5 において、AtrxΔE2 マウス
由来の初代培養皮質ニューロンでは WT 由来ニューロンに比べ軸索の長さが
減少しており、未成熟スパインの数が有意に増加していた。また、DIV 21 にお
いても AtrxΔE2 マウス由来の初代培養皮質ニューロンでは WT 由来ニューロ
ンに比べ未成熟スパインの数が増加し、成熟スパインの数が減少するというス
パインの形態異常が起こっていた。これらの結果により、in vivo と同様に in 
vitro においても AtrxΔE2 マウスではスパインの形態異常が起こることを明らか
にした。つぎに、SA4503 (1μM) を 48 時間処置した後の、神経発達に対する影
響を検討した。DIV 5、DIV 21 で見られた神経軸索の異常、スパイン形態の異常
は SA4503 の処置で改善した (Figure. 1)。さらには、SA4503 の経口投与により 
AtrxΔE2 マウスで見られていた認知機能障がいが改善された。同時に、SA4503 の







ニストである SA4503 の処置が ATR-X 症候群で見られるスパインの形態異常
や認知機能障がいなどの症状を改善することを明らかにした。Sigma-1 受容体や 
BDNF はスパイン形態に関与していることが報告されている。例えば sigma-1 
受容体のノックダウンはラット海馬培養ニューロンにおいてスパインの形態異
常を引き起こし、BDNF の一塩基多型は認知機能障がいを引き起こす。今回の
結果から、sigma-1 受容体の活性化による BDNF の増加が AtrxΔE2 マウスで見
られるスパイン形態異常の回復につながったと考えられる。しかしながら ATR-





図 1. SA4503 によるスパイン形態改善のメカニズム 
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 X 連鎖 α サラセミア精神遅滞症候群 (ATR-X 症候群) は ATRX 遺伝子の変異により男
性のみで発症し、重度の知的障がいと α サラセミア等を特徴とする疾患である。ATRX 遺














 以上、本研究では AtrxΔE2 マウスで見られる樹状突起スパイン形態異常が sigma-1受容体










中心的な役割を担う Cytochrome P450 (P450) には、医薬品反応性に関与する遺伝子多型が数
多く報告されている。P450 の分子種の中でも、CYP2B6 遺伝子の多型性は、抗 HIV 薬をは
じめ多くの薬物代謝反応の個人差を引き起こすと考えられている。CYP2B6 遺伝子上には、
現在までに 37 種のバリアントアレルが同定されており、それらに由来する P450 タンパク
























はじめに、in vitro 試験による CYP2B6 バリアント機能変化の解析系を構築した。野生型
CYP2B6の cDNA配列中にそれぞれの遺伝子多型を導入したバリアント発現プラスミドを作
製し、ヒト胎児腎臓由来 293FT 細胞中に各バリアント酵素を発現させた。CYP2B6 は、細
胞内で酵素活性のないアポ P450 と活性を有する酵素–補因子複合体ホロ P450、あるいはホ
ロ P450 の変性体である P420 として存在し、これらを含むタンパク質は抗 CYP2B6 抗体を
用いたウェスタンブロット法により定量した。また機能タンパク質であるホロ P450 含量は、
還元型一酸化炭素吸収 (CO) 差スペクトル測定法により定量を行い、酵素活性を補正した。 
酵素機能変化の評価に関しては、1) 抗 HIV 薬 Efavirenz (EFZ) を基質薬物として酵素反応
速度論的解析を行った。それぞれの濃度に調製した EFZ を各発現タンパク質と一定時間反
応させ、代謝物である 8-水酸化体を LC-MS/MS を用いて定量し、酵素反応速度論的パラメ
ータ (Km値、Vmax 値及び CLint値) を算出した。次に、2) in vitro 試験における CYP2B6 の酵
素活性プローブ薬である 7-ethoxy-4-trifluorometylcoumarin (7-ETC) を基質薬物として、EFZ
同様に酵素反応速度論的解析を行った。各 CYP2B6 バリアントの野生型に対する CLint比か




1) EFZ を用いた CYP2B6 バリアントの酵素反応速度論的解析 
EFZ 代謝活性測定において、40 種類のバリアントのうち 15 種類で基質濃度最高点でも代
謝物生成は認められず、酵素活性が消失することが明らかとなった。また、その他野生型











2) CYP2B6 バリアントの酵素機能変化に対する基質特異性評価 
EFZ 代謝活性測定において酵素活性の消失を認めた 15 種類のバリアントでは、7-ETC に
おいても基質濃度最高点で代謝物生成は認められず、酵素活性が消失する結果となった。
酵素反応速度論的パラメータが算出できた 24 種類のバリアント CYP2B6 において、7-ETC 
O-脱エチル化反応から得られた各バリアントの野生型に対する CLint比は、EFZ 8 位水酸化




3) CYP2B6 バリアントの三次元ドッキングシミュレーションモデル解析 
モデル解析おける野生型 CYP2B6 の立体構造を Fig. 3 に示した。ホロ P450 含量が定量下
限以下となり酵素活性が消失した 11 種類のバリアントの多くは、I ヘリックスや β1 シート
構造をはじめとするヘム近傍の立体構造において、アミノ酸置換または相互作用変化が生
じていることが明らかとなった。また、酵素活性が消失したその他 4 種類のバリアントで
は、G/H ループ構造の著しい変化や置換されたアミノ酸残基と EFZ との結合形成が認めら
れた。さらに、CLint値の有意な低下を認




6 種類のバリアントのうち CYP2B6.6 を
含む 4 種類においては、共通する 2 箇所
のアミノ酸置換 (Q172H 及び K262R) が





 今回の解析により、野生型を含めた 40 種類の CYP2B6 バリアントのうち、15 種類で酵素
活性が消失することが明らかとなった。このうち 11 種類のバリアントではホロ P450 が定
量下限以下となりヘム近傍の立体構造変化が機能タンパク質の形成に影響を及ぼすものと
考えられた。また、その他 4 種類の酵素活性が消失したバリアントでは、G/H ループ構造変
化に伴うヘムへの電子伝達抑制や基質薬物との相互作用による代謝反応の阻害が活性消失





が関与しているものと考えられた。CLint 値の有意な上昇を認めた 6 種類のうち CYP2B6.6
を含む 4 種類のバリアントでは、共通する 2 箇所のアミノ酸置換に伴う立体構造の保持・
安定化により、電子伝達や基質薬物の CYP2B6 への触媒反応が促進され、酵素活性上昇に
繋がったものと考察された。しかしながら、CYP2B6.6 に関して、今回のような in vitro 解析
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CYP2B6 遺伝子の多型性は、抗 HIV 薬をはじめ多くの薬物代謝反応の個人差を引き起こす
と考えられている。CYP2B6 遺伝子上には、現在までに 37 種のバリアントアレルが同定
されており、それらに由来する P450 タンパク質の酵素機能変化や医薬品体内動態への影











を伴う 32 種類の CYP2B6 バリアントに加え、日本人集団で同定された 7 種類の新規
CYP2B6 遺伝子多型について、バリアントタンパク質の機能変化を網羅的に解析し、遺伝
子多型が薬物代謝活性に及ぼす影響を検討した。 








Protective effects of ATX-LPA-LPA5 signaling through enhancing IL-10 in 
sepsis 
（敗血症における ATX-LPA-LPA5軸による IL-10 産生機構の解明） 
分子細胞生物学分野    王 嬌 
Background and Aim  
Sepsis, which is defined as a life-threatening organ dysfunction caused by a dysregulated host 
response to infection, is a leading cause of death wordwide. Infection is the triggering event of 
sepsis. The host immune system is activated by the invading pathogen and remains aberrant 
even if the treatment of infection is successful. Pathogenesis of sepsis involves many different 
components of host response, involving both excessive inflammation and immune 
suppression, and a failure of homeostasis. Many efforts have been made to identify 
therapeutic targets for the treatment of sepsis and regulating inflammatory responses has 
been the main strategy for sepsis therapy. TNF, the pivotal mediator of sepsis, its monoclonal 
antibody could completely prevent the lethality of sepsis in animal models, however, in sepsis 
patients, the effect is modest and there is variability between studies, new therapies are still 
urgently needed. Targeting bioactive lipid mediators is one of the strategies. 
Lysophospholipids (LPLs) are bioactive molecules possess a large polar or charged head and 
a single hydrophobic carbon chain, mostly acting through receptors. The increasing of LPLs 
has already been reported in various inflammatory models. Lysophosphatidic choline (LPC), 
its therapeutic effects in experimental sepsis has been demonstrated, however, the underlying 
mechanism remains unclear since it was proposed that LPC can prevent and treat sepsis by 
its receptor G2A, but actually there is no evidence that LPC activate G2A as a receptor binding 
ligand. We therefore wondered whether there is any other mechanism for explaining the 
therapeutic effects of LPC or not. However, the function of endogenous LPLs in inflammation 







Figure 1. LPA and LPA receptors  
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Phosphatidic acid (PA) 
PA-PLA1 /
Lysophosphatidic acid (LPA), one of the simplest lysophospholipids mediating diverse 
biological functions mainly by activating its six GPCRs (LPA1-LPA6), is mainly synthesized 
through hydrolyzing LPC by a secreted enzyme autotaxin (ATX). LPA has various 
physiological and pathological functions including embryo implantation, hair follicle formation, 
angiogenesis, bone and neural development (Fig.1). Protection of LPA against inflammation in 
vivo has also been proved in many animal models. In this study, we investigated the role of 
locally produced LPA in experimental sepsis.  
 
Results and Discussion  
Firstly, we tried to improve the 
performance of LC-MS/MS to detect 
LPLs, which have extremely low 
amounts. With the narrow-core column 
and column-switching technique, we 
increased the sensitivity to LPLs. For 
example, to sphingosine-1-phosphate 
(S1P), a 20 times lower detection limit          Figure 2. Increased LPLs in CLP mice 
than the previously reported value was reached (Mass Spectrom (Tokyo), accepted). With the 
highly sensitive LC-MS/MS system, we detected the increasing of various LPLs, including S1P, 
lysophosphatidylcholine (LPC) and LPA in the peritoneal cavity of CLP-induced sepsis mice 
(Fig. 2). We also observed that intraperitoneally injected LPA provided protection against CLP- 
or lipopolysaccharide (LPS)-induced sepsis lethality. Importantly, the inhibitor of autotaxin 
(ATX, LPA-producing enzyme) (ONO-8430506) administration increased mortality in 
CLP-induced sepsis and canceled the protection provided by LPC (Fig. 3). Next, for further 
understanding the mechanism of LPA in anti-inflammation, the effects of LPA on cytokines 
levels were examined. Among several cytokines we measured, LPA dramatically enhanced 
the prototypical anti-inflammatory cytokine IL-10 production in plasma of LPS-induced sepsis 
mice. ATX inhibitor also reduced IL-10 level in peritoneal fluid of CLP-subjected mice. Mouse 
IL-10 recombinant administration rescued the ATX inhibitor-increased sepsis lethality (Fig. 4). 
































6 h after CLP 
  
Figure 3. Abrogated protective 
effects of LPC in CLP-induced 





Figure 4. Rescue of the higher 
mortality in ATX inhibitor treated 
CLP mice by IL-10 recombinant 
protein. 
 
In order to identify the type of cell that involved in LPA-induced IL-10 production, peritoneal 
cavity cells were harvested and sorted by FACS. Peritoneal macrophage (F4/80+), rather than 
B cells (CD19+) or T cells (CD3+), responded to LPS and LPA co-stimulation in vitro, 
expressing higher IL-10 at both mRNA and protein level. Macrophage depletion in vivo by 
clodronate liposomes also abrogated LPS-induced LPA-enhanced IL-10 production. So we 
proposed that peritoneal macrophage is the possible responsible cell. In order to identify the 
involved LPA receptor, the expression of six LPA receptors in F4/80+ cells was judged by 
RT-PCR, and Lpar1,2,5,6 were mainly expressed. LPA analogue (T19) with a potent agonistic 
activity to LPA5 enhanced IL-10 both in vivo and in vitro. Consistent with this observation, 
LPA-induced IL-10 enhancement were attenuated by LPA5 antagonist (TC LPA5 4) and 
canceled in peritoneal cells from LPA5 KO mice rather than LPA receptor 1 or 2 or 6 single KO 












































We have demonstrated the protective effects of ATX dependently produced endogenous LPA 
through the anti-inflammatory cytokine IL-10 in experimental sepsis.	The precise mechanism 
for the phenomenon observed in vivo was investigated in more detail. Peritoneal macrophage, 
rather than other cell populations in mice peritoneal cavity, was identified as the target cell by 
both using the isolated pure macrophage in vitro and macrophage depletion in vivo. LPA5 
receptor, which expressed in peritoneal macrophage, was the involved receptor for 
LPA-enhanced IL-10 production as confirmed with LPA5 knockout mice, LPA5 receptor agonist 
and antagonist. It functioned through enhancing IL-10 induction from peritoneal macrophage 











Figure 5. Proposed model for LPA-provided protection against sepsis through ATX-LPA5-IL-10 axis. LPA is 
produced in the ATX-dependent manner in the peritoneal cavity when sepsis occurred. LPA5 activation in peritoneal 











論 文 審 査 結 果 の 要 旨 
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論 文 題 目 ： Protective effects of ATX-LPA-LPA5 signaling through 
enhancing IL-10 in sepsis 






かにされていません。本研究では、敗血症における最も単純な LPL の 1 つである、リゾホ
スファチジン酸（LPA）の役割を調べた。 




高感度 LC-MS / MS システムを用いて、CLP 誘発敗血症マウスの腹腔内に S1P、リゾホスフ
ァチジルコリン（LPC）および LPA を含む様々な LPL の増加を検出した。また、腹腔内注




炎症性サイトカイン IL-10 産生を劇的に増強した。ATX 阻害剤はまた、CLP マウスの腹内
IL-10 レベルを減少させた。マウス IL-10 リコンビナントタンパク質の投与は、ATX 阻害
剤によって増加した敗血症致死率をレスキューした。これらのデータから、ATX-LPA-IL-10
シグナルは敗血症の保護することが示唆された。 
 第 2 章では、LPA により誘発された IL-10 のメカニズムをさらに詳しく調べた。LPA 誘
導性 IL-10 産生に関与する細胞の種類を同定するために、腹腔細胞を採取し、FACS によ
ってソーティングした。B 細胞またはＴ細胞より腹腔マクロファージが in vitro で LPS
および LPA 共刺激により、mRNA およびタンパク質レベルの両方でより高い IL-10 を発現
した。クロドロネートリポソームによる in vivo でのマクロファージ除去によって、LPA
による IL-10 産生の促進がキャンセルされた。関与する LPA 受容体を同定するために、
F4/80+細胞における 6 つの LPA 受容体の発現を RT-PCR 解析で調べた結果、Lpar1、2、5、
6が発現していた。LPA1、LPA2、LPA5、LPA6それぞれのシングル KO マウスをテストした結
果、LPA5 KO マウス由来の腹腔細胞では LPA の IL-10 促進効果が消失した。 LPA5に対して
強力なアゴニスト活性を有する LPA 類似体（T19）も、IL-10 産生を促進した。このこと
から、LPA-LPA5が腹腔マクロファージにおける IL-10 産生を促進する機能を有することが
明らかとなった。 














らは，Lewis 酸として Ti(OiPr)4を用いることで 2,3-エポキシアルコールのアルコリシスが C3 位選







満足できる結果を与えていなかった (Scheme 1)． 
 
 
Scheme 1: Sharpless ら及び山本らの報告例 
 
   当研究室では，2,3-エポキシアルコールのアルコール，アミン，チオールによる開環反応が，
20 mol%の Eu(OTf) 3/DTBMP 存在下，3 位選択的に進行することを見出した(Scheme 2) 3) この条件
は，既存の手法では化学量論量以上要していた酸の量を触媒量まで低減することに成功し，特に












Scheme 2: 当研究室での先行研究 
 
第 1 章: 触媒量低減を志向したランタニド金属に関するスクリーニング． 
  2,3-エポキシアルコールにおいて，アリルアルコールを溶媒量および 10 当量，10 mol%の 2,6-ジ
-t-ブチル-4-メチルピリジン (DTBMP) 存在下，各種 Ln(OTf)3 (10 mol%) の触媒活性について比較
検討を行った．その結果，溶媒量のアリルアルコールを用いた系では La(OTf)3 (Table 1, entry 3)，
化学量論量のアルコールでは Gd(OTf)3 (Table 1, entry 4)が良い位置選択性で与え，用いる求核剤の
量により最適なランタニドが異なる傾向が示唆された．そこで，Table 1 に示す種々の基質と求核
剤の組み合わせで検討を実施した結果，2,3-エポキシアルコール基質では溶媒量のアルコールを用
いた系では La(OTf)3 (Table 1, entry 3)，化学量論量のアルコールの系では Sm(OTf)3や Gd(OTf)3が
良い選択性で 3 位付加体を与えるという結果が得られ，前述した傾向について一般性が示された． 
  








量の求核剤を用いた場合は単量体の Ln(OTf)3が，求核剤を化学量論量に減じた際は 2 量体または
オリゴマーの Ln(OTf)3が反応を触媒するためと考察した (Scheme 3)． 
 
Scheme 3: 反応機構に関する考察 
  
 
第 2 章: (S)-C4-プロポキシ-HDP の合成 
第１章で開発したランタニドトリフラートを触媒とするアルコリシス反応の合成化学的有用
性を実証するべく，本反応を鍵工程とした C4-プロポキシ-HDP (5)の合成研究を実施した(Scheme 
4)．文献既知であるアリルアルコール 1 を Sharpless 不斉エポキシ化に付すことで，エポキシアル
コール anti-2 を収率 42%で得た．この anti-2 に対し，光延反応を行い，収率 95%で syn-エポキシ
エステルを得た後，メタノリシスによりエステル部を除去して syn-エポキシアルコール syn-2 を収
率 91%，光学純度 95% ee で得た．syn-2 に対し，溶媒量 (0.2M)のプロパン-1-オールを，それぞれ
5 mol%の La(OTf)3/DTBMP 触媒下，60°C 加熱下アルコリシス反応に付し，反応開始から 24 時間
で，アルコリシス成績体 anti-143 を単離収率 95%， 光学純度 95% ee で得た．得られたジオール
syn-3 を，当研究室で見出された有機触媒 AZADOL と NaNO2を用いる条件 4) に付し，酸化反応を
行なった結果，AZADOL を 15 mol%，NaNO2を 10 mol%用いることで，C5-ベンジルオキシ-C4-
プロポキシ-DPD (142) を単離収率 74%，光学純度 >95% ee で得た．その後，脱ベンジル化により
C4-プロポキシ-HDP (5) の生成を確認した． 
 
 
Scheme 4: (S)-C4-プロポキシ-HDP(5)の合成 
References: 
1) Sharpless, K. B.; Caron, M. J. Org. Chem. 1985, 50, 1557. 
2) Yamamoto, H.; Wang, C. J. Am. Chem. Soc. 2014, 136, 6888. 
3) Uesugi, S.; Watanabe, T.; Imaizumi, T.; Shibuya, M.; Kanoh, N.; Iwabuchi, Y. Org. Lett. 2014, 16, 4408. 
4) Shibuya, M.; Osada, Y.; Sasano, Y.; Tomizawa, M.; Iwabuchi, Y. J. Am. Chem. Soc. 2011, 133, 6497. 
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化合物から Sharpless 不斉エポキシ化を経て 3 工程でキラルエポキシアルコールを調製し、この
ものを基質とした La(OTf)3 触媒下での n-プロパノールによる高 C3 位選択的アルコリシス反応















表現型解析も既に行われており、PGD2 の受容体である Chemoattractant receptor-homologous 





























する 3-series PGの細胞外放出における ABCC4の寄与を同時に評価することで解明できると




マトグラフィー－タンデム質量分析法による 2-series PG（PGE2、PGD2、PGF2α、TXB2、6-keto 
PGF1α）と 3-series PG（PGE3、PGD3、PGF3α、TXB3、Δ17-6-keto PGF1α）の細胞外・細胞内量測
定法を構築した。 
続いて、ABCC4 が PG 細胞外
放出トランスポーターとして機
能している細胞種を明らかにす





細胞外量は、ABCC4選択的阻害薬 CeefourinTM 1（10 μM）で減少しなかった。TE671細胞で











測した。そこで、ヒト肥満細胞由来 HMC-1細胞を用いた結果、PGD2細胞外量は CeefourinTM 
1、ABCC4 siRNAの導入によりそれぞれ 53 %、56 - 70 %有意に減少した（図 1）。肥満細胞か
らの PGD2 放出は抗原刺激により亢進することから、次にラット好塩基球性白血病細胞株
RBL-2H3細胞を用いて、抗原刺激後の PGD2放出における ABCC4の寄与を調べた。その結
果、2.5 μM CeefourinTM 1存在条件下で細胞外 PGD2量は約 30 %減少した。以上より、ABCC4
は肥満細胞において PGD2細胞外放出トランスポーターとして寄与することを示した。 
次に ABCC4 を介した細胞外放出の PG 選択性を
明らかにするために、ABCC4の輸送基質であり、2-
series PGより低親和性であることが判明したPGE3、





4.4 μM と、ABCC4 による輸送の Kmを上回る数値であった。このことから、ABCC4 を介し
た細胞外放出において PGE2と PGE3が競合し、より親和性の高い PGE2が優先的に輸送され
ると推測した。ABCC4阻害薬としてMK571（50 μM）を使用した結果、細胞外 PGE2/PGE3比
は 3.4 から 2.7 へと有意に減少したことから（図 2A）、PGE2が優先的に輸送されていること
が考えられた。一方、PGF2α と PGF3α の推定細胞内濃度はそれぞれ 0.48、0.53 μM であり、
ABCC4を介した輸送の Kmの 1/10以下であった。そのため、細胞外 PGF2α/PGF3α比はMK571
図 1 ABCC4 抑制による HMC-1 細胞外
PGD2量の変化 
図 2 A549 細胞の PG細胞外量比に
対するABCC4阻害薬の影響 
で変化しなかった（図 2B）。このことから、PG の細胞内濃度が ABCC4 による輸送の Kmを
下回る場合、親和性の違いは PG輸送の選択性に影響しないことが示唆された。 
これまでの検討で PGの細胞外放出において ABCC4の寄与は部分的であり、ABCC4阻害
















結果、アセチルサリチル酸、サリチル酸、p-ニトロ安息香酸が 62 - 70 %有意に PGE2輸送を










図 3 H+勾配依存性PGE2輸送の特性解析 
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用される。しかしながら、COX 阻害は PGD2 だけでなく PGE2 を低下させるため、アレル
ギー性炎症の抑制効果が減弱することから、現在では PGD2 受容体がアレルギー性疾患の




た背景から、PG の細胞外排出過程に関与するトランスポーターについて、各種 PG 類を分
子種ごとに高感度分析可能な LC/ESI-MS/MS を用いて機能解析した。 
 まず、PG の細胞外放出への寄与が報告されている ATP-binding cassette transporter C4
（ABCC4）が機能する細胞腫を明らかにするために、これに高親和性を示す PGD2 を用い
て阻害物質の効果を調べた。ヒト小脳随芽細胞由来 TE671 細胞の PGD2 細胞外量が、ABCC4
選択的阻害物質である CeefourinTM 1 で減少せず、エキソサイトーシスの寄与が大きいこと
が示唆された。一方、ヒト肥満細胞由来 HMC-1 細胞を用いたところ、PGD2 細胞外量は
CeefourinTM 1 および ABCC4 siRNA の導入のいずれにおいても有意に減少し、PGD2 放出は
抗原刺激により亢進した。さらに、ラット好塩基球性白血病細胞株 RBL-2H3 細胞でも PGD2
放出が CeefourinTM 1 で抑制されたことから、ABCC4 は肥満細胞で PGD2 の細胞外放出トラ
ンスポーターとして機能することが判明した。次に、ヒト肺腺癌由来 A549 細胞を用いて、
ABCC4 阻害物質である MK571 共存下の PGE2、PGE3、PGF2α、PGF3α の細胞内外量を比較
した。PGE2 および PGE3 の推定細胞内濃度は ABCC4 による輸送の Kmより高く、両者は競
合し、より親和性の高い PGE2 が優先的に輸送されることが判明した。一方、PGF2α と PGF3α
の推定細胞内濃度は Kmより低く、MK571 添加で両者の細胞外量比は変化しなかった。以













医薬品評価学分野 竹山 麻由 
 















序治療薬として日本では 2012 年 4 月に認可されたが、販売直後より重篤な低カ
ルシウム血症発症が問題となり、販売 5 ヶ月後には安全性速報が発出された。
しかし、その施策の効果に対する十分な評価はなされていない。安全性速報は、






















JADER を用いて、2012 年 4 月から 2014 年 9 月までに報告されたデータを使
用し、（ⅰ）施策前（Pre: 2012 年 4 月-9 月）、（ⅱ）施策後 1 年間（Post1: 2012
年 10 月-2013 年 9 月）及び（ⅲ）施策後 1-2 年間（Post2: 2013 年 10 月-2014 年 9
月）の 3 期間に分け、各副作用のシグナルの推移を基に評価した。 
低カルシウム血症、ONJ のシグナル検出は、Reporting Odds Radio（ROR）








みで、Post1 や 2 で有意な変動はなく、DEN とは異なる傾向を示していること
が確認された。さらに、施策対象外の ONJ の報告への影響についても対照とし
て比較したが、DEN、ZOL ともにいずれも一定の方向への変化は認められなか




第 1 項：低カルシウム血症の検出アルゴリズム構築とリスク要因解析 
近年は、医療分野における IT 化が加速し、医療情報 DB 等を用いた安全性評
価・対策への活用が各国にて進められている。本邦においても、平成 30 年 4 月















化学検査値のデータを抽出した。対象者として、2012 年 4 月 1 日から 2016 年
6 月 30 日までの期間に、DEN を新規処方された患者 201 名を抽出した。本研
究では、DEN による薬剤性低カルシウム血症発症患者の抽出が必要であり、他
の要因による非薬剤性低カルシウム血症発症患者は、除外する必要がある。そ
こで、DEN 処方前（180 日間）に（1）低 Ca 血症既往歴が有る者、（2）カルシ
ウム製剤が処方されている者、（3）副甲状腺機能低下症と診断された者、（4）
慢性腎不全と診断された者、（5）eGFR<30 mL/min/1.73m2 であった者、の項











ALP 高値（≧356IU/L）を同定した(Imatoh, Sai, Takeyama, et al. in press)。 
 










JADER の解析同様（ⅰ）施策前（Pre: 2012 年 4 月-9 月）、（ⅱ）施策後 1 年
間（Post1: 2012 年 10 月-2013 年 9 月） 及び（ⅲ）施策後 1-2 年間（Post2: 2013











うる DID 法による解析においても、DEN 処方者のカルシウム製剤同時処方者
割合が、Post1より増加し、Post2にかけて有意に増加していることが示された。 
 
第 4 章：総括 
JADER 及び医療情報 DB を用いた行政施策の評価により、DEN による低 Ca
血症予防のための施策が医療現場で反映されていたことが示唆された。JADER
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Reporting Odds Ratio (ROR) を指標とした場合、デノスマブによる低Ca血症のRORは、
施策後から低下傾向にあり、施策 1 年後からの 1 年間で有意に低下したことを示した。さ
らに本結果の検証のため、病院医療情報データベースを用いた検討を行った。まず、デノ
スマブによる低 Ca 血症を精度良く検出するアルゴリズムとして、血清 Ca 値の低下
（<8.5mg/dL）と発症時期を薬剤処方後 90 日以内に限定する条件により、専門医による確
定診断の結果と 88%一致する方法を構築した。さらに、ロジスティック回帰分析にて低 Ca
血症のリスク要因として、処方前血清 ALP 高値（≧356IU/L）を同定した。さらに、4 大
学病院の医療情報 DB を利用し、上記のアルゴリズムを適用して、新規処方者を対象に解









ヒト単球様細胞におけるニッケルイオン (Ni2+) 流入機構の解析 
生活習慣病治療薬学分野 B5YD1021 小野寺 亮 
 
【目的】ニッケル (Ni) アレルギーは Ⅳ 型アレルギーに分類され、主にアレルギー性






いる。これまでに当研究室においては、マウスの背部皮下に Ni 線を埋入した際に Ni2+ 
が溶出し、cyclooxygenase-2 (COX-2)、ヒスタミン、macrophage inflammatory protein-2 (MIP-
2) の産生など炎症反応が誘導され、また、活性化された好中球が更なる Ni2+ の溶出を
促進し、その結果、Ni2+ 誘導性炎症の悪循環を形成している可能性があることを報告し
ている。したがって、Ni 含有医療機器から溶出する Ni2+ による炎症性細胞の活性化を
阻害することは炎症の増悪化を抑制する上で非常に重要であるといえる。 
一般に Ni2+ は自己タンパク質と結合し、抗原性を獲得することでアレルギー反応を
引き起こすと考えられている。その他に、Ni2+ は細胞膜上の toll-like receptor 4 (TLR4) 
に結合し、NF-κB 経路を活性化することで直接的に炎症反応を誘導することも報告さ
れている。さらに、Ni2+ は細胞内に流入し、prolyl hydroxylases (PHDs) の活性を抑制し、
転写因子 hypoxia inducible factor 1 alpha (HIF-1α) の活性化を誘導する。また、当研究室
において、細胞内に流入した Ni2+ が heat shock protein 90 beta (HSP90β) に結合し、
HSP90β と HIF-1α との結合を阻害することを見出した。これらの機構により活性化さ
れた HIF-1α は HIF-1β とヘテロダイマーを形成し、HIF-1α、β 複合体は核内に移行し
炎症性ケモカイン Interleukin 8 (IL-8, CXCL8) の転写活性化を誘導する。したがって、
Ni2+ が細胞内へ流入することも Ni による炎症・アレルギー反応の誘発・増悪化に関し
て重要な役割を果たしている可能性が十分に考えられる。 
金属イオンが細胞内へ流入するためにはイオントランスポーターを介する必要があ
るが、ヒトの細胞においては Ni2+ の輸送に特化した Ni2+ トランスポーターの存在は
解明されていない。Ni2+ と同様に 2 価の正電荷を有する Cu2+、Fe2+、Zn2+ については
それぞれ特異的なトランスポーターが同定されている。ヒト単球様細胞株 THP-1 細胞
において、Ni2+ が細胞内及び核内に移行することが報告されており、THP-1 細胞を Ni 
化合物で刺激した際には IL-8 を産生することも報告されている。このように THP-1 
細胞は Ni2+ を細胞内に流入させ、かつ IL-8 を産生する特徴を有する。そこで本研究
では、THP-1 細胞を用いてヒト細胞における Ni2+ 流入機構の解明を行い、Ni2+ による
炎症誘発機構の最上流地点を標的とした新薬の開発につなげることを目的とした。 
【方法】ヒト単球様細胞株 THP-1 細胞を NiCl2 及び各種試薬で刺激した際の IL-8 
(Interleukin 8) 発現量を ELISA 法により、細胞内に流入した Ni2+ を ICP-MS 及び 
Newport Green を用いて解析を行った。In vivo 実験として、Ni 線 (φ 0.8 mm x 5 mm) を
マウス背部皮下に埋入した際の、Ni 線埋入周辺皮膚組織における COX-2、MIP-2 発現
を qRT-PCR 法により、皮膚組織及び血清中の Ni2+ を ICP-MS を用いて解析を行った。 
 
【結果】 
1. Ni2+ の細胞内流入に対する各金属塩化物及び各阻害薬の影響 
 THP-1 細胞に対し NiCl2 で刺激を行った場合、Ni2+ は経時的かつ濃度依存的に細胞
内に流入し、これに伴い IL-8 産生も増加した。NiCl2 濃度が 0.2 mM の時、IL-8 産生
は初めて有意に誘導され、かつ細胞の生存には影響を与えなかった。したがって、今後
の実験では 0.2 mM の NiCl2 を用いることとした。次に同じく 2 価カチオンに電離す
る各金属塩化物で共刺激した場合、ZnCl2、MnCl2、CoCl2 が Ni2+ の流入を抑制した。
これら金属塩化物の濃度は 0.03 mM であったため、Ni2+ の細胞内流入には Zn2+、Mn2+、 
Co2+ に対し高い親和性を有するイオントランスポーターが関与することが示唆され、
両イオンが共存する場合にはトランスポーター上で競合し、Ni2+ の流入が抑制される
と考えられた。そこで、様々な 2 価カチオンの取り込みに関与する DMT1 (divalent 
metal transporter 1) の阻害薬の影響を確認したところ、Ni2+ の流入量は減少しなかった。
また、Ni2+ が TLR4 を刺激して何らかのイオントランスポーターを誘導する可能性に
ついても解析したが、TLR4 阻害薬により Ni2+ の流入量は減少しなかった。したがっ
て、Ni2+ の細胞内流入には DMT1 以外の恒常的に発現しているイオントランスポータ
ーが関与している可能性が示唆された。 
 
2. Ni2+ 細胞内流入及び IL-8 発現に対する ZnCl2、MnCl2 の影響 
 ZnCl2 と MnCl2 による Ni2+ 流入抑制により Ni2+ 誘導性 IL-8 産生も抑制される
かどうかを確認した。まずこれら金属塩化物の Ni2+ 流入抑制作用の濃度依存性を確認
したところ、いずれも 0.01-0.03 mM において濃度依存的に Ni2+ の流入を抑制した。 
NiCl2 と ZnCl2 で共刺激した場合には NiCl2 による IL-8 産生も濃度依存的に抑制さ
れていた。一方で、Mn2+ は Ni2+ と同様に HIF-1α を安定化する作用を持つため、単独
で IL-8 の産生を誘導する作用を示し、高濃度の MnCl2 で共刺激した場合には IL-8 
産生抑制作用は弱かった。ZnCl2 と MnCl2 は LPS (Lipopolysaccharide) 誘導性の IL-8 
産生に対しては抑制作用を示さなかったため、Zn2+、Mn2+ による Ni2+ 誘導性 IL-8 産
生抑制作用は Ni2+ の流入をトランスポーター上で競合的に抑制したことに起因する
と考えられた。さらに、同じく金属アレルギーを誘発しやすい Co2+ に対する ZnCl2 の
作用を確認したところ、Co2+ の細胞内流入及び IL-8 産生は ZnCl2 により同様に抑制
された。 
 
3. マウスにおける低亜鉛状態が Ni2+ 炎症応答に及ぼす影響 
 次に、生理的な濃度の Zn2+ が Ni2+ の応答性に影響を与えているかを明らかにする
ために、低亜鉛食で低亜鉛状態マウスを作製し、Ni 線を背部皮下に埋入し、Ni2+ によ
る炎症反応への影響を解析した。その結果、正常マウスに比べて Ni 線埋入周辺皮膚組
織における COX-2、及び MIP-2 の mRNA 発現量の増加が認められ、さらに、皮膚組




4. Ni2+ 細胞内流入阻害薬のスクリーニング 
 Ni2+ の細胞内流入機構には何らかの金属イオントランスポーターが関与している可
能性が示唆されたため、次に Ni2+ 流入阻害薬の簡易スクリーニング系の構築を行った。








5. Ni2+ 細胞内流入及び IL-8 発現に対するヒスチジンの影響 
 Ni2+ 細胞内流入阻害薬スクリーニングの結果、Ni2+ キレート剤候補化合物として必
須アミノ酸である L-ヒスチジンを見出し、Ni2+ 細胞内流入及び Ni2+ 誘導性 IL-8 産生
に及ぼす影響について解析した。その結果、THP-1 細胞において L-ヒスチジンは Ni2+ 
流入及び IL-8 産生を濃度依存的に抑制した。鏡像異性体である D-ヒスチジンについ
ても同様に解析を行ったところ、D-ヒスチジンも Ni2+ 流入及び IL-8 産生を濃度依存
的に抑制した。一方で、LPS 誘導性の IL-8 産生に対しては L、D-ヒスチジンとも強力
な抑制作用を示さなかった。最後に、D-ヒスチジンについて、実際に細胞内への Ni2+ 流




【考察】ヒト単球様細胞株 THP-1 細胞において、Ni2+ の細胞内流入には Zn2+、Mn2+、
Co2+ に対し高い親和性を有する金属イオントランスポーターが関与していることが示
唆され、Ni2+ の細胞内流入を抑制することが IL-8 産生抑制につながることを見出した。
また、生体内においては生理的濃度の Zn2+ は Ni2+ 炎症応答を減弱させる役割を担っ
ていることが示唆された。 















論文提出者： 小野寺 亮            論文審査委員（主査）：佐藤 博 
 








まず、ヒト単球細胞株 THP-1 細胞において Ni2+ は経時的かつ濃度依存的に細胞内へ流
入することを ICP-MS により精密に Ni2+濃度を測定することにより明らかにした。本実験
系において、Ni2+と同じ 2 価のカチオンに電離する各金属塩化物で共刺激した場合、 ZnCl2, 
MnCl2, CoCl2 が Ni2+ の細胞内への流入を抑制することから、Ni2+ は Zn2+, Mn2+, Co2+ に
対し親和性を有するイオン輸送体を介して細胞内へ流入することを示した。さらに、細胞
内 Ni2+ 含量の増加に伴い IL-8 産生も誘導されること、そして Ni2+ の細胞内への流入を
抑制する  ZnCl2 と  MnCl2 は  Ni2+ 誘導性の  IL-8 産生も抑制すること、しかし LPS 
(Lipopolysaccharide) 誘導性の IL-8 産生に対しては抑制作用を示さなかったことから、 




に Ni 線を埋入する Ni 線誘発炎症モデルを用いて、Ni2+炎症に対する生理的濃度の Zn2+
の影響を検討した。その結果、低亜鉛状態のマウスでは正常マウスに比べて Ni 線埋入周辺
皮膚組織における COX-2, MIP-2 の mRNA 発現量の増加が認められたことから、低亜鉛
血症の状態においては Ni2+に対する応答性が増大することを明らかにした。 
筆者はさらに Ni2+の細胞内流入を抑制する化合物のスクリーニング系を構築し、

























































SK-Mel-28 細胞由来エクソソームの hCMEC/D3 細胞への内在化に寄与する受容体タン
パク質候補分子の同定 
Nanoparticle Tracking Analysis と LC-MS/MS label-free SRM 解析の結果、SK-Mel-28 か
ら ExoQuick-TC を用いて回収したエクソソーム画分は、モード径 134 nm であり、5 種
類のエクソソームマーカータンパク質を発現することが確認された。よって、エクソソ
ーム粒子が回収できたことが示唆された。生体膜蛍光標識剤 PKH67 で標識したエクソ
ソームを 37℃で hCMEC/D3 細胞とインキュベートした結果、hCMEC/D3 細胞の核周辺
に点状の蛍光が観察され、エクソソームが hCMEC/D3 細胞に内在化したことが示唆さ




マクロピノサイトーシス阻害剤 EIPA を 50, 100 µM で処理した結果、エクソソームの
cell-to-medium ratio はそれぞれ 24、30%有意に低下した。これらの間に有意差な差がな
かったことから、残りの約 70%には受容体介在性のエンドサイトーシスが関与すると考
えられた。細胞接着阻害ペプチド RGD の 1 mM 処理で、cell-to-medium ratio は有意に
15%低下した。従って、エクソソームの内在化に integrin β3 が認識する RGD 配列依存
的なエンドサイトーシスが関与することが示唆され、残りの最大 50%以上はリガンド未
知の受容体が関与する可能性が示された。Sulfo-SBED は、任意のリガンド-受容体複合




た結果、Transferrin receptor 1 の分子量付近にバンドが検出された。バンドを切り出し、
 
 
トリプシン消化後、LC-MS/MS Data Dependent Acquisition mode で解析した結果、
Transferrin receptor 1 由来のペプチドが 25 種類同定されたのに対し、Transferrin 由来ペ




て hCMEC/D3 細胞上のエクソソーム受容体画分を調製し、LC-MS/MS SWATH 法で解析
した結果、12 種類の細胞接着に関与する細胞膜タンパク質が同定された。RGD 配列依
存的な細胞接着に関与する integrin α5, αV に着目し、アンタゴニスト抗体を処理した結
果、エクソソームの cell-to-medium ratio は有意に 12%低下した。以上より、エクソソー
ムの hCMEC/D3 細胞への内在化に integrin α5 あるいは αV が寄与することが示唆され
た。 
 








血管内皮細胞に in vitro および in vivo で感染することが報告されている。また、アデノ
ウイルスの標的細胞への内在化には CD46 と RGD 認識性 integrin αV が関与することが
報告されている。本研究でも SK-Mel-28 由来エクソソームの hCMEC/D3 細胞への内在
化に RGD 認識性 integrin α5 あるいは αV が寄与することが示唆されたことから、CD46
がエクソソーム受容体としても機能するとの仮説を立てた。シークエンス解析の結果
hCMEC/D3 細胞において、CD46 の 4 種類のスプライシングバリアントが発現すること
が示された。これらの共通領域に対する siRNA を処理した結果、hCMEC/D3 細胞にお
ける CD46 mRNA とタンパク質発現量はそれぞれ 91、38%有意に低下した。同条件でエ
クソソームの取込実験を行った結果、cell-to-medium ratio は有意に 39%低下した。よっ
て、CD46 は integrin α5 あるいは αV よりも高い寄与率でエクソソームの内在化に関与
することが示唆された。CD46 に対する siRNA を処理した hCMEC/D3 細胞に RGD を処
理しても、cell-to-medium ratio の有意な低下は見られなかった。従って、CD46 は RGD 
integrin と一部共通の経路でエクソソーム内在化に寄与する可能性が示された。 
 CD46 の in vivo のヒト脳毛細血管内皮細胞における発現を明らかにするため、内皮細






50 nM のゲムシタビンは AsPC1 細胞への曝露 1 日目で有意な細胞増殖抑制効果を発
揮した。タンパク質発現のターンオーバーは平均半減期 46hr であることが報告されて
いる。そこで併用候補薬物を 3 日間処理することで、ゲムシタビンが薬効を発揮する前
に dCK タンパク質を誘導できると考えた。40 種類の既承認薬をそれぞれ、AsPC1 細胞
に 10 µM で 3 日間処理した結果、35 種類は生存細胞数の有意な低下を示さなかった。




なかったが、ATRA は有意に 1.8 倍上昇させた。よって ATRA は dCK の転写活性を上昇
させることが示唆された。ATRA は転写因子 Sp1 の転写調節配列 GC box へのリクルー
トを促進することで転写活性を調節する作用が報告されている。本研究で用いた dCK
プロモーター領域にも GC box が含まれることが報告されており、ATRA の標的配列で
あることが考えられた。しかし、GC box の活性化作用が報告されている Calcitriol およ
び Carvedilol は DCK の転写活性化作用を示さなかった。Western blot による dCK タンパ
ク質発現解析の結果、ATRA 処理で AsPC1 細胞質画分の dCK タンパク質発現は 1.5 倍
の上昇傾向を示した。当研究室の大峰らが過去に報告した膵臓がん細胞株の dCK タンパ
ク質発現量とゲムシタビンの IC50値の逆相関関係に基づくと、AsPC1 細胞における dCK
タンパク質発現量の 1.5 倍の上昇は、IC50 値の 3.2 倍の低下に相当することが予測され
る。ATRA 処理により、AsPC1 細胞におけるゲムシタビン IC50値は 2.9 倍低下した。従
って、ATRA によるゲムシタビン感受性増強効果は dCK のタンパク質発現誘導を介し
ていることが定量的に示唆された。ATRA は臨床最高血中濃度が 0.067-4 μM と報告さ
れている。ATRA によるゲムシタビン感受性増強作用の濃度依存性を検証した結果、
ATRA はゲムシタビン非存在下では 50 μM ではじめて AsPC1 細胞の生存細胞数を有意






細胞 hCMEC/D3 への内在化において CD46 が主要な役割を担うことを示唆した。ATRA
が膵臓がん細胞株 AsPC1 における dCK タンパク質発現誘導を介して、ゲムシタビンに
よる細胞増殖抑制効果を増強することを見出した。 
論 文 審 査 結 果 の 要 旨 
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法は、膵臓がん組織中 deoxycytidine kinase (dCK)のタンパク質発現量上昇によって改善でき
る可能性が示されている。本研究は、ヒト脳転移性メラノーマ細胞株 SK-Mel-28 由来エク
ソソームがヒト脳毛細血管内皮細胞株hCMEC/D3細胞に内在化するための主要な受容体の
同定と、ゲムシタビン低感受性膵臓がん細胞株 AsPC1 細胞中 dCK タンパク質発現誘導を
介して、ゲムシタビンの細胞増殖抑制効果を増強する併用候補薬の同定を目的とした。 
SK-Mel-28 細胞由来エクソソームは hCMEC/D3 細胞にエネルギー依存的に内在化し、少
なくとも約 70%に受容体介在性エンドサイトーシスの関与が示唆された。エクソソーム上
のタンパク質と相互作用する hCMEC/D3 細胞上の受容体を網羅的に同定するために、光親
和性架橋剤 Sulfo-SBED と高感度な網羅的プロテオミクス SWATH 法を組み合わせた探索を
行い、20 種類の細胞膜タンパク質を受容体候補分子として同定した。候補分子のうち細胞




GLUT1 と共局在することを明らかにし、CD46 が in vivo でも脳毛細血管内皮細胞へのエク
ソソーム内在化に寄与する可能性を示した。 
既承認薬 40 種類を幅広く選択し、AsPC1 細胞に各々処理後、ゲムシタビンを処理した結
果、All trans retinoic acid (ATRA) および Alacepril のみ、単独で毒性を示すことなく、ゲム
シタビンの感受性を増強した。dCK 誘導作用を検討するために、dCK の転写調節領域を含
むプロモーターを用いたルシフェラーゼアッセイを行った結果、ATRA のみ、有意にルシ
フェラーゼの発光値を約 2 倍に上昇させた。Western blot の結果、ATRA 処理で AsPC1 細胞
における dCK のタンパク質発現量は上昇傾向を示し、ATRA が dCK のタンパク質発現量
を上昇させ、ゲムシタビン感受性を増強することが示唆された。更にこの増強効果は ATRA
の臨床血中濃度よりも低い 0.03 µM でも発揮され、臨床応用の可能性を示した。 
以上、本研究は脳転移性エクソソームの脳毛細血管内皮細胞への内在化に主要に寄与す
る受容体として CD46、dCK 発現量上昇を介してゲムシタビン感受性を増強する既承認薬






































輸送は、認知機能障害の発症に関与することが報告されている(Banks et al, J Pharmacol 


















用いてマウス cluster of differentiation (CD)抗原の定量系を構築し、lipopolysaccharide (LPS)
投与マウス単離脳毛細血管(Bcap)及び循環血中単核球(PBMC)におけるタンパク質発現
量解析を行った。BBB における末梢臓器由来タンパク質輸送機構の解明では、網羅的
定量プロテオミクス(SWATH 法)を用いて、肝臓の内因性タンパク質の in vivo BBB 透過
性 screening を行った。さらに同定された候補分子の一つである creatine kinase について、
マウスを用いた in vivo BBB の透過性解析及びヒト脳毛細血管内皮細胞株 hCMEC/D3 を
用いた BBB における輸送機構の輸送特性解析を行った。 
 
【結果・考察】 




投与マウス Bcap における発現量解析を行った。その結果、CD18, CD29, CD54, CD49d, 
CD102, CD106 の 6 分子の発現量が得られた。一方、CD11a, CD62E, CD62P, CD162 は検
出限界以下であった。発現量が得られた分子の中でも LPS 投与マウス Bcap では CD54
および CD106 の発現量が、それぞれ 6.2 倍、3.7 倍顕著に増加することが示された。ま
た LPS 投与マウス Bcap における分子間の発現量を比較すると、CD54 は CD106 に比較
して、3.6 倍高発現していることが分かった。BBB に発現する CD54 及び CD106 は、そ
れぞれ白血球側に発現する CD11a/CD18 及び CD29/CD49d 複合体と相互作用し、白血球
遊走を誘引する。LPS 投与マウス PBMC におけるこれらの発現量解析を行ったところ、
 
 
CD11a/CD18 は両構成分子とも LPS 投与マウス Bcap における CD54 と近似した発現量
であった。一方で、CD29/CD49d 複合体のうち、CD49d は検出限界以下の発現量であっ
た。従って、白血球上では CD29/CD49d の複合体として発現量は低く、CD106 との相互
作用は、BBB における白血球遊走への寄与は低いと考えられた。以上の結果から、タン
パク質の絶対発現量を基に、BBB における CD54 が全身性炎症における白血球遊走に
おいて有望な阻害標的となることが示唆された。 
 さらに本研究では、より網羅的に CD 抗原の発現量解析を行うため、標的タンパク質
の定量用ペプチドを数珠つなぎにした人工タンパク質を用いて、内標準ペプチドを一斉
合成する手法を構築し、新たに CD 抗原 51 分子の定量系を構築した。本定量系を用い
て LPS 投与マウス Bcap における発現量解析を行った結果、新たに 11 分子(CD9, CD26, 
CD31, CD49a, CD49c, CD49f, CD71, CD82, CD90, CD97, CD98)の発現量を得た。このう








in vivo の BBB 透過性スクリーニングを行った。マウス肝臓細胞質タンパク質を抽出し
ビオチン化標識を行った後、マウスに静脈内投与を行い、脳内に移行したビオチン化タ
ンパク質をアビジンビーズで回収し、SWATH 法を用いて同定解析を行った。その結果、
9 分子のタンパク質が新規の BBB 透過性候補分子として同定された。その中には、
creatine kinase (CK)や aspartate aminotransferase (AST)など、様々な末梢臓器障害時に血中
に漏出することが知られるタンパク質が含まれていた。そこで CK に着目し、BBB 透過
性の validation 解析を行った。 
生体内には CK の細胞質型アイソザイムとして、ホモダイマー型の CK-BB (brain-type)
および CK-MM (muscle-type)および hybrid 型の CK-MB が存在する。そこで、大腸菌を
用いて CK-BB 及び CK-MM リコンビナントタンパク質を合成し、hCMEC/D3 細胞を用
いて transwell 上に作成した in vitro BBB の apical 方向(血液方向)から basolateral 方向(脳
方向)の透過速度を 37℃及び 4℃条件で解析した。すると CK-BB 及び CK-MM の双方
で、僅かに有意ではないものの温度依存的に透過速度が増加することが示された。さら
に、apical 方向から hCMEC/D3 細胞内へと内在化活性を解析すると、CK-BB に比較し
て CK-MM で約 10 倍高いことが示された。従って本結果から、BBB には CK の輸送機
構が存在し、特に CK-MM により親和性を有することが示唆された。 
次に CK-MM に着目し、in vivo の BBB 透過性を解析した。In vivo の解析では、マウ
 
 
スの内因性の CK と投与した CK を区別して解析する必要がある。そこで本研究では、
マウス CK-MM とアミノ酸配列相同性が 98%と非常に高いウサギ CK-MM を用いて、
マウス体内でウサギ CK-MM に特異的なペプチド配列を LC-MS/MS で選択的に解析す
る手法を用いた。ウサギ CK-MM をマウス静脈内に投与し、12 時間後に PBS にて心臓
灌流を行った後、大脳細胞質を調製し、LC-MS/MS で解析を行ったところ、脳内でウサ
ギ CK-MM に特異的なペプチドが検出された。また、integration plot 法を用いて、血液
から脳組織への移行速度を解析したところ、血液から全大脳画分への移行速度と、血液
から大脳実質画分への移行速度が 2 倍程度の差で近似した。一方で、血液から大脳血管
画分への蓄積速度はそれらの 1/10 以下であった。これらの結果から、ウサギ CK-MM は
in vivoにおいて血液中からBBBを透過し、脳実質内へと移行していることが示された。 
 次に BBB における CK-MM の輸送機構を明らかとするため、hCMEC/D3 細胞におけ




hCMEC/D3 細胞におけるウサギ CK-MM の uptake 実験を行ったところ、受容体介在型
エンドサイトーシスに関わるクラスリンおよびカベオラ依存性エンドサイトーシスの
阻害剤(chlorpromazine および MβCD)によって、内在化活性はそれぞれ 59%、55%有意に
阻害された。一方で、基質非選択的なエンドサイトーシス機構であるマクロピノサイトーシス











た。また、全身性炎症時の BBB において CD9、CD49c、CD97 の発現量が減少すること
が初めて明らかとなり、これらの変動が白血球遊走に関わる可能性が示された。さらに、
末梢臓器障害時において血中へ漏出する代表的なタンパク質である CK について、in 
vivo の BBB を透過することを証明し、また BBB にその輸送機構が存在することを明ら
かにした。本研究は、中枢病態発症に関与する新たな BBB の役割の解明に繋がり、BBB
を標的とした治療薬開発の一助となることが期待される。 
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BBB を介した白血球遊走には、cluster of differentiation(CD)抗原の関与が重要であること
が知られる。LC-MS/MS を用いて CD 抗原 61 分子のタンパク質定量系を構築し、
lipopolysaccharide(LPS)投与によって作成した全身性炎症マウスの単離脳毛細血管(Bcap)に
おけるタンパク質発現量を解析した。その結果、17 分子の発現量が得られ、LPS 投与マウ
ス Bcap において CD54 及び CD106 がそれぞれ 6.2 倍、3.7 倍顕著に増加し、CD9, CD49c, 
CD97 が 40-60%減少した。BBB に発現する CD54 及び CD106 は、白血球に発現する
CD11a/CD18 及び CD29/CD49d 複合体とそれぞれ相互作用し遊走を誘引する。そこで循環
血中単核球における解析を行ったところ、CD11a/CD18 のタンパク質発現量は両構成分子
とも CD54 に比較して約 1/3 倍であった。一方、CD29/CD49d では CD49d は検出限界以下
であった。従って、BBB 上の CD106 と白血球上の CD29/CD49d 間相互作用は白血球遊走
への寄与は低いと考えられ、BBB 上の CD54 が全身性炎症時の白血球遊走阻害標的として






て肝臓由来タンパク質の BBB 透過性 screening を行った結果、9 分子の BBB 透過候補分子
が同定された。その中には、様々な末梢臓器障害時に血液中へと漏出することが知られる
creatine kinase(CK)が含まれていた。そこで、CK の BBB 透過性解析を行った結果、CK は





























分に明らかにされていない organic anion transporting polypeptide（OATP）1B1、OATP1B3
及び organic solute transporter（OST）α/β の輸送特性解析により、多様な分子種として存
在する胆汁酸個々の動態におけるトランスポーターの重要性を示すとともに、NASH の
病態進行における胆汁酸動態について明らかにすることを目的とした。 








性試験を行ったところ、OATP1B1 及び OATP1B3 を介した CA、GCA、GCDCA、GDCA、
GUDCA、GLCA、TCA、TCDCA、TDCA、TUDCA 及び TLCA の取り込みは濃度依存
的に増加し、高濃度域で飽和が認められた。OATP1B1 及び OATP1B3 の胆汁酸に対する
見かけのミカエリス定数（Km）を比較したところ、ほぼ同等の傾向であった。抱合型
胆汁酸の Kmは、両トランスポーターで同等であり（OATP1B1: 0.74–14.7 µM、OATP1B3: 
0.47–15.3 µM）、CA の Km（OATP1B1: 47.1 µM、OATP1B3: 42.2 µM）と比べ低値であっ
た。また、Vmax/Kmを比較すると、GLCA（OATP1B1: 21.5 µL/mg protein/min、OATP1B3: 





次に、OSTα/β 安定発現 MDCKII 細胞を用いて、OSTα/β を介した胆汁酸の輸送特性を
評価した。15 種の胆汁酸の細胞内取り込み量の時間依存性を調べたところ、遊離型胆




GDCA、GUDCA、GLCA、TCA、TCDCA、TDCA、TUDCA 及び TLCA の取り込みは濃
度依存的に増加した。OSTα/β の胆汁酸に対する Kmを比較したところ、CDCA（23.0 µM）
と DCA（14.9 µM）の方がそれらの抱合型胆汁酸（586–864 µM）より低値を示した。ま
た、Vmax/Kmを比較すると、GLCA（18.7 µL/mg protein/0.5 min）及び TLCA（33.3 µL/mg 








脂肪食を 3、6、9、12 及び 15 週間給餌させたところ、早期の NASH 誘発と肝線維化の
経時的な進展が確認できた。作製した NASH モデルマウスにおける胆汁中の総胆汁酸








調べたところ、NASH モデルマウスでは、血管側への胆汁酸排出を担う肝臓の Ostβ の
発現は給餌 3–6 週目にかけて早期に増加し、multidrug resistance-associated protein（Mrp）
4 の発現は給餌 15 週目で増加していた。一方で、細胞内取り込みを担う sodium 
taurocholate cotransporting polypeptide（Ntcp）、Oatp1b2 及び apical sodium-dependent bile 
acid transporter の発現は給餌 3 週目より低下し、胆管への胆汁酸排出を担う bile salt 
export pump（Bsep）及び Mrp2 の発現も低下していた。この結果から、NASH では、抱
















星細胞株 TWNT-1 細胞を用いて、各種胆汁酸を 100 μM の濃度で細胞に添加し、24 時間
培養後の α-smooth muscle actin（SMA）発現の変動を調べたところ、CDCA、DCA、GCA、
GCDCA 及び GDCA の添加により、α-SMA の発現が有意に増加した。したがって、遊
離型胆汁酸及びグリシン抱合型胆汁酸が肝星細胞の活性化に関与する可能性が考えら
れた。 








図 1. NASH の病態進行における胆汁酸動態の変動 
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る細胞内取り込みに関与する organic anion transporting polypeptide（OATP）1B1、OATP1B3
や、腸上皮細胞や肝細胞の膜上に発現する organic solute transporter（OST）α/β の輸送特性
は未だ詳細に調べられていないことから、まずこれらトランスポーターによる各種胆汁酸
の輸送について調べた。 










た。しかも胆汁酸生合成の律速酵素である Cyp7a1 やアミノ酸抱合酵素 bile acid-CoA: amino 
acid N-acyltransferase の発現が低下し、硫酸抱合酵素 Sult2a1 の発現は増加したことから、
肝細胞内の胆汁酸量が低下し、これら一連の分子の変動は、細胞毒性作用の軽減に寄与し
ているものと考えられた。一方、血管側へ排出された胆汁酸は、肝線維化の形成の場であ





















の PR アイソフォームがこれらの機能をどの程度担うかについて不明な点も多い。  
PRE を介する標的遺伝子の転写活性化作用が PR-A と PR-B で異なることから、PR ア
イソフォーム発現比や PR 発現量の異常は組織のプロゲストーゲンに対する反応性を
変化させることが想定されている。ホルモン依存性疾患である子宮内膜症においては  





子宮内膜症の病巣部や腹水中では prostaglandin（PG）E2 や tumor necrosis factor（TNF）
-α、interleukin（IL）-1、IL-6、IL-8、monocyte chemoattractant protein（MCP）-1、血管












内膜症に模した環境を in vitro で再現し薬物の評価を実施した。評価薬物として、本邦
で子宮内膜症治療に用いられ、臨床で高い疼痛改善効果が認められているジエノゲス





Ps の作用を検討した。種々の細胞表面に存在する自然免疫受容体 toll-like receptor




には外腔からの菌感染を示唆する  lipopolysaccharide（LPS） の存在が報告されている。
また、子宮内膜症組織では非アポトーシス性の細胞死によって細胞外に漏出する核内
タンパク high-mobility group box 1（HMGB1）が認められるとの報告がある。LPS と
HMGB1 はいずれも TLR4 を活性化することにより炎症を惹起することが報告されて
いる。本研究では PR を恒常的に発現する不死化ヒト子宮内膜上皮細胞株（EM-PR）
において、LPS と HMGB1 のそれぞれの単独添加で IL-8 の産生は誘導されなかったが、
LPS と HMGB1 の併用添加（LPS+HMGB1 刺激）で IL-8 の産生が顕著な増加を示した
ことから、LPS+HMGB1 刺激による TLR4 活性化が子宮内膜症の病巣部における IL-8
産生の分子機序の一つであると考えられた。これに対し Ps の添加は、LPS+HMGB1
刺激下の IL-8 産生を抑制した。また、IL-6 および MCP-1 についても同様に、
LPS+HMGB1 刺激により産生が増加し、Ps の添加により抑制された。さらに、
  
LPS+HMGB1 刺激は EM-PR 細胞の TLR4 遺伝子発現を増加し、本作用は Ps の添加に
より抑制された。EM-PR 細胞において、TLR4 に対する siRNA の導入により TLR4 遺
伝子の発現をノックダウンしたところ、LPS+HMGB1 刺激下での IL-8 の産生は抑制さ
れた。以上より、Ps が TLR4 シグナルの活性化ならびにこれによって増加する TLR4
遺伝子の発現を抑制することが示された。TLR4 シグナル活性化に対する Ps の抑制作
用は PR をほとんど発現しない親細胞株（EM-E6/E7/TERT）において認められなかっ
たことから、本作用は PR を介する作用であると考えられた。  
つづいて、神経栄養因子 NGF について検討するため、NGF の誘導因子として報告さ
れており、子宮内膜症の腹水で濃度の上昇が認められている IL-1β および TNF-α を
EM-PR 細胞に添加した。IL-1β および TNF-α の添加はいずれも EM-PR 細胞への暴露
で NGF の産生を増加し、ラット副腎褐色細胞腫細胞 PC-12 を用いた神経軸索伸長ア
ッセイによる NGF 活性測定で EM-PR 培養上清中の NGF 活性を増加した。これに対し
Ps の添加は NGF の産生および活性の増加を抑制した。NGF に対する Ps の抑制作用に
ついても TLR4の場合と同様に、PRをほとんど発現しない親細胞株（EM-E6/E7/TERT）
で認められなかったことから、PR を介した作用であると考えられた。  
これまでの結果から、Ps が PR を介して、TLR4 を抑制し IL-6、IL-8、MCP-1 産生を
抑制すること、また NGF 産生を抑制することを明らかにした。また以前の研究で、
Ps が PGEs 産生と aromatase 発現を抑制することを報告している。さらに VEGF およ
び IL-8 についても、初代子宮内膜症間質細胞を用いた研究において Ps が抑制作用を
示すことが報告されている。そこでこれらの因子について、PR-A および PR-B のいず
れのアイソフォームが Ps の作用を担うかを、新たに患者の子宮内膜症性嚢胞から採取
した細胞より樹立された不死化ヒト子宮内膜症上皮細胞を用いて評価した。細胞は、
PR-A と PR-B のそれぞれ一方のみを発現するように設計した発現ベクターを導入した
細胞株  （EMosis-CC/TERT1/PRA および  EMosis-CC/TERT1/PRA-/PRB+）と PR をほと
んど発現しない親細胞株 （EMosis-CC/TERT1）を用いた。これらの細胞をスフェロイ
ド形成による三次元培養することにより、子宮内膜症の病巣環境を in vitro で再現した
条件下で Ps の作用を評価した。エストロゲン合成酵素  aromatase、PGE2 合成酵素  
（cyclooxygenase（COX）-2 および microsomal PGE2 synthase（mPGES）-1）、炎症性
サイトカイン（IL-6、IL-8、MCP-1）、血管新生因子（VEGF）および神経栄養因子（NGF）
の mRNA 発現量および PGE2 産生量は、PR-A または PR-B のそれぞれを単独で発現
  
する２種類の細胞株（EMosis-CC/TERT1/PRA および  EMosis-CC/TERT1/PRA-/PRB+）
の両方で 、培養系 に Ps を 添加する ことによ り低下し た。一方 で親細 胞 株
（EMosis-CC/TERT1）では、全ての因子で Ps を添加することによる影響は認められな
かった。以上より、Ps は子宮内膜症上皮細胞において、PR-A および  PR-B の両  PR ア
イソフォームを介して PGE2 産生と aromatase、炎症性サイトカイン、血管新生因子
および神経栄養因子の遺伝子発現を抑制することが示唆された。  
上述の通り、PR-Aおよび PR-Bは PRE を介する PR 標的遺伝子の転写活性化において、
相反する作用を示すことが報告されている。本研究で Ps が抑制作用を示した因子はい
ずれも PR-A および PR-B で同様に抑制作用が認められており、PRE を介する作用と
は異なる機序が想定される。そこで Ps の TLR4 抑制の作用機序について、TLR4 シグ
ナルの下流にあり、TLR4 遺伝子発現に寄与することが報告されている NF-κB につい
て検討した。その結果、EM-PR 細胞の LPS+HMGB1 刺激で誘導される IL-8 の産生は
NF-κB アンタゴニスト BAY11-7082 の添加により抑制された。また NF-κB に対するレ
ポーターアッセイで、EM-PR 細胞の LPS+HMGB1 刺激で誘導される NF-κB 活性の増
加は、Ps の添加により抑制された。以上より、Ps は子宮内膜上皮細胞において PR を
介して NF-κB の活性化を抑制することにより、TLR4 シグナルの活性化による炎症性
因子の産生を抑制することが示唆された。NF-κB は多くの炎症性因子の発現に関与す
る炎症性転写因子であり、本研究で評価した因子についても NF-κB による発現制御を
受けることが知られている。NF-κB の活性化抑制に関しては、PR-A と PR-B が同様の
作用を示すとの報告がある。したがって、PR-A と PR-B のそれぞれが同様に NF-κB
の活性化を抑制したことが、本研究で Ps の抑制作用が細胞に発現する PR アイソフォ
ームの種類に依存しなかった理由であると考えられた。  
これらの結果から、Ps は子宮内膜症上皮細胞に直接作用することにより、PR-A およ
び  PR-B の両方の  PR アイソフォームを介して子宮内膜症増悪因子  （PGE2、
aromatase、炎症性サイトカイン、血管新生因子および神経栄養因子）の産生を抑制す
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境を in vitro で再現し、プロゲストーゲンの評価を行った。 
 本研究ではまず、不死化ヒト子宮内膜上皮細胞を用いて、炎症性因子の発現に対するプ
ロゲストーゲンの作用を検討した。その結果、Toll 様受容体 4 の活性化による IL-8、IL-6、
MCP-1 産生が、プロゲストーゲンの添加により PR 依存に抑制されることを見いだした。
また、神経栄養因子 NGF の産生におけるプロゲストーゲンの作用を検討したところ、IL-1
β、TNF-αによる NGF の産生がプロゲストーゲンの添加により PR 依存に抑制された。
そこで、これらのプロゲストーゲンの作用が、2 種類の PR アイソフォームのどちらに依存
するのか検討した。そのために、PR-A と PR-B のそれぞれ一方のみを発現させた不死化ヒ
ト子宮内膜症上皮細胞株と、PR を発現しない親株を、スフェロイド形成による三次元培養
することにより、子宮内膜症の病巣環境を in vitro で再現し、プロゲストーゲンの作用を
検討した。その結果、プロゲストーゲンにより、炎症性サイトカイン（IL-8、IL-6、MCP-1）、
神経栄養因子 NGF の産生に加えて、エストロゲン合成酵素 aromatase、PGE2 合成酵素
（cyclooxygenase-2、microsomal PGE2 synthase-1）、血管新生因子 VEGF、並びに PGE2
















Sergliflozin (3)及び Remogliflozin (4)は，強力かつ選択的な SGLT2 阻害活性を































4: Remogliflozin3: Sergliflozin1: Sergliflozin etabonate 2: Remogliflozin etabonate  
 
【要約】 





工業的スケールでの実施には幾つかの問題点があった。そこで，5 と 6 の配糖化
反応条件を検討した結果，toluene 中，300 mol%の BF3·Et2O を使用することによ
り，収率良く 7 が得られることを見出した，更に，Et3N を添加することにより，
β-選択性が飛躍的に向上し，7 を高収率で合成することに成功した。得られた 7
の粗生成物を NaOMe で処理し，糖部水酸基の脱保護を行い 2 工程で収率 80%で
3 を得た。また，3 の 1 級水酸基へのエトキシカルボニル化反応条件の最適化を
行った結果，立体的に嵩高い塩基である 2,6-lutidine を使用し，触媒量の pyridine
を添加することにより，迅速かつ高選択的に反応が進行することを見出し，1 を
高収率（82%）で合成することに成功した(Scheme 1)。このように著者は，工業











































した Remogliflozin etabonate の合成法 
 
2 の効率的な合成法を達成するうえで，1,2-dihydro-3H-pyrazol-3-one 誘導体 8
の配糖化反応が低収率であることが，大きな課題であった。著者は，8 のピラゾ
ー ル 環 の 1 位 に 電 子 求 引 基 で あ る ア セ チ ル 基 を 導 入 し た
N1-acetyl-1,2-dihydro-3H-pyrazol-3-one誘導体 9aと glycosyl bromideとの配糖化反
応が，高収率で進行することを見出した。ピラゾール環に電子求引基を導入す
ることで，9a のイミド酸タイプの異性体の 3 位水酸基の酸性度が増加し，反応
の活性種であるイミド酸塩の生成が促進され，高収率で反応が進行するものと




わち 9a と 10b を MeCN 中，K2CO3 存在下で反応させた後，得られた 11c を MeOH
中，KHCO3 で処理し 2 工程で収率 82%で 12b を得た。次いで 12b を DMI 中，
NaH 存在下で，2-iodopropane と反応させ，収率 86%で 13 を得た。13 を NaOMe
で処理し，ピバロイル基を除去後，前述のエトキシカルボニル化反応条件を利
用して得られた 2 を ethanol と n-heptane の混合溶媒から再結晶することにより，
高純度の 2 のエタノール和物 14 を 2 工程で収率 72%で得た。次いで 14 を MTBE















































































82% from  9a 86%
















を利用した Remogliflozin etabonate の合成法 
 
次 に 19b の イ ソ プ ロ ピ ル 化 工 程 を 回 避 す る た め ，
N1-isopropyl-1,2-dihydro-3H-pyrazol-3-one 誘導体 9c と 10b の配糖化反応によって
13 を得る合成戦略を立案した。この合成戦略を実現するためには，9c の選択的
な合成法と，9c の効率的な配糖化反応条件の確立が必要であった。 
アセト酢酸エステル誘導体と alkyl hydrazine との反応は，目的としない
N2-isopropyl-1,2-dihydro-3H-pyrazol-3-one 誘導体を主生成物として与えることが
一般的に知られている。そこで，アセト酢酸エステル誘導体のカルボニル基を
ethylene glycol でケタール保護した 15 を，TCDI を用いて imidazolide 16a とした




を経て，3 工程で収率 76%で 9c を得ることに成功した。また，ピラゾール環に
電子求引基を有しない 9c の 10b による配糖化反応は，当初，収率良く進行しな
かったが，条件検討の結果，アルコール含有溶媒中，塩基として Cs2CO3 使用す
ることで，飛躍的に効率良く進行することを見出した。特に，MeCN と
2-PrOH(1:3)の混合溶媒中で行うと，収率 85%で 13 を得ることに成功した。13
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論 文 題 目：選択的 SGLT2 阻害薬 Sergliflozin etabonate 及び Remogliflozin etabonate 
      の効率的合成法の研究 
 
 
 本論文は選択的な low-affinity sodium glucose cotransporter (SGLT2) 阻害活性を有し
糖尿病治療薬として期待される Sergliflozin etabonate 及び Remogliflozin etabonate につ
いて実生産方法の開発を目指して効率的な合成方法を確立した研究成果について述べたも
のである。 
 筆者は、まず 2-(4-methoxybenzyl)phenol のグリコシル化において、-D-glucose 





率・高位置選択的に Sergliflozin etabonate を得る方法を確立したことを述べている。 
 次に Remogliflozin etabonate の効率的合成法の開発研究について述べている。すなわち、



















差を示す場合があるため，その影響を回避するためにはヒト in vitro 試験系に基づいた予測が
望ましい．小腸の排出トランスポーターである P-glycoprotein (P-gp) は，種々の医薬品の吸収
を制限するため，候補化合物の小腸吸収に対する P-gp の影響を in vitro 試験から定量的に予
測することは重要である．これまで，血液脳関門 (BBB) における P-gp 輸送活性については，
in vitro 試験における輸送活性を in vitro と in vivo 試験系のタンパク質発現量比で外挿するこ
とで再構築できることが報告されている 1)．しかし小腸の場合は，脳毛細血管内皮細胞とは
異なり微絨毛が発達し，in vivoと in vitro試験系で単位細胞当たりの表面積が異なるため，BBB
と同様に小腸 P-gp の輸送活性を in vitro 試験系から再構築可能かは不明である．また近年，
小腸吸収性を予測するための新たな細胞系として，ヒト iPS 細胞由来小腸上皮細胞 (iPS 小腸) 
が注目されている．しかし iPS 小腸は，トランスポーター及び代謝酵素の活性を有すること
がこれまで報告されているが，その活性が in vivo 小腸吸収性を反映するかは不明である． 
そこで本研究では第一に，小腸 P-gp の輸送活性について，in vitro 輸送活性を in vivo/in vitro
タンパク質発現量比で外挿することで再構築可能か検証すること，第二に，iPS 小腸のトラン
スポーター及び代謝酵素の活性が in vivo 吸収特性を反映するか検証することを目的とした． 
 
2. 定量的プロテオミクスを用いたマウス，サル及びヒト小腸上皮細胞のトランスポーター及






ddY マウス (オス 10 匹，9-10 週)，カニクイザル (オス 1 匹，4 歳 3 ヶ月)，ヒト (男性 1 名；
22 歳，女性 1 名；74 歳) の小腸組織から上皮細胞を単離した．スクロース密度勾配遠心法を
用いて細胞膜及びミクロソーム膜画分を調製し，トランスポーターは前者，代謝酵素は後者
を測定対象とした．膜画分サンプルを還元アルキル化し，リジルエンドペプチターゼ及びト
リプシンを用いて酵素消化後，LC-MS/MS を用いて標的タンパク質由来ペプチドを定量した．  
頂端膜の薬物排出トランスポーター (P-gp/mdr1a, BCRP 及び MRP2) の中では，サル及びヒ
ト小腸ではBCRPが最大の発現を示し，マウス小腸ではmdr1aがbcrpよりも高発現していた．
P-gp と BCRP は共通の基質が多数存在するが，本結果から両者の共通の基質薬の小腸吸収性
が併用薬によって BCRP の機能が阻害された場合，マウスと比べてサル及びヒトで小腸での
薬物間相互作用の影響が強くなると推察される．また，UGT1A1 及び 1A6 はヒトよりもサル
の方が高発現していた．UGT 分子種は基質特異性が広いため，これまで基質薬を用いた機能
評価からではどの UGT 分子種が種差に影響するか特定することは困難だった．本解析により，
UGT1A1 及び 1A6 の基質は，サルよりもヒトで小腸代謝活性が大きいことが示唆された． 
 
3. マウス小腸における P-gp/mdr1a 輸送活性の再構築 3) 
マウス小腸における mdr1a の輸送活性は，過去に Adachi らが報告 4)した in situ 空腸灌流試
験でのwild-typeマウスに対するmdr1a (-/-) マウスの頂端膜から基底側膜方向の単位細胞膜あ
たりのPS product (膜透過係数と細胞膜表面積の積) の比 (in situPSa to b ratio) を使用した．in vitro
試験における mdr1a 輸送活性は，過去に Uchida らが行った輸送実験の報告値 1)を用い，マウ
ス mdr1a 安定発現株 (L-mdr1a 細胞) に対する親株 (LLC-PK1 細胞) の頂端膜から基底側膜方
向の単位細胞膜あたりの PS product の比 (in vitroPSa to b ratio) を算出した．in situPSa to b ratio につい
て，in situ と in vitro 試験系で mdr1a の単分子輸送活性が等しいと仮定し，本実験で測定した
マウス小腸及び L-mdr1a 細胞における mdr1a タンパク質発現量及び in vitroPSa to b ratio から再構
築できるか検証することを目的とした．過去に Uchida らは，マウス BBB における mdr1a 輸
送活性について，脳毛細血管内皮細胞及び L-mdr1a 細胞の mdr1a タンパク質発現量を用いて
L-mdr1a 細胞での輸送活性から再構築することに成功している 1)．その手法では全細胞抽出液
における mdr1a 発現量を用いているが，本研究では細胞膜画分における発現量を使用して構
築した以下の理論式を用いて，in vitroPSa to b ratio から in situPSa to b ratio を再構築した． 
in situPSa to b ratio = 1 + ?in vitroPSa to b ratio - 1? × マウス小腸の単位細胞膜あたりの mdr1a タンパク質発現量L-mdr1a 細胞の単位細胞膜あたりの mdr1a タンパク質発現量
 
 
Mdr1a が機能する場は細胞膜であるため，in vitro の輸送活性を in vivo に外挿するための in 
vivo/in vitro タンパク質発現量比は細胞膜における値が相応しい．BBB の場合は，脳毛細血管
内皮細胞と L-mdr1a 細胞ではいずれも微絨毛構造が存在せず，単位細胞に含まれる細胞膜量
は in vivo と in vitro でほぼ等しいと考えられるため，全細胞抽出液における発現量を用いても
再構築が可能と推察される．しかし，小腸の場合は微絨毛が発達し，単位細胞に含まれる細
胞膜量が in vivo と in vitro 間で異なるため，in vitro 輸送活性を in vivo に外挿するための mdr1a
発現量比は，全細胞抽出液ではなく細胞膜画分における値を用いる必要があると考えた．理
論式に従い，mdr1a 基質薬 6 化合物 (1; quinidine, 2; digoxin, 3; loperamide, 4; vinblastine, 5; 
verapamil 及び 6; dexamethasone) 及び非基質薬 1 化合物 (7; diazepam) の計 7 化合物について
再構築した値 (Reconstructed in situPSa to b ratio) は，Adachiらが報告した実測値 (Observed in situPSa 
to b ratio) と 2.1 倍以内の範囲で一致した (Figure 1)．本手法は，in situ と in vitro 試験系で mdr1a
の単分子輸送活性が等しいという仮定に基づいているため，本結果から少なくとも健常マウ




4. ヒト iPS 細胞由来小腸上皮細胞を用いたプロドラッグの加水分解性及び薬物吸収予測 6) 
小腸に発現する加水分解酵素である CES2 は，エステル型プロドラッグの加水分解に重要
である．薬物の消化管吸収評価で広く用いられている Caco-2 細胞では，CES2 の発現が低く，
肝臓型加水分解酵素である CES1 の方が高発現している．一方 iPS 小腸では，ヒト小腸と同様





既報 8)に従って作製した iPS 小腸は，薬物の消化管吸収に重要な機能であるタイトジャンク
ションの形成能，トランスポーター (P-gp, BCRP 及び PEPT1) 及び代謝酵素 (CYP3A4, CES2
及び CES1) の活性を有していることが確認された．次に，これらの活性が in vivo 吸収特性を
反映しているかを調べた．加水分解性については，エステル型プロドラッグ 6 化合物につい
て，iPS 小腸でのプロドラッグから活性体への加水分解活性が，これらのプロドラッグをラッ
トに経口投与した時の血漿中活性体暴露量 (Cmax, AUC 及び BA) と良好に相関した．今後の
課題として，ヒト小腸についても同様に相関性が得られるか検証する必要がある．さらに P-gp
基質薬 (2; doxorubicin 及び 11; [3H]digoxin)，BCRP 基質薬 (7; sulfasalazine) 及びそれらの非基
質薬 11 化合物  (1; ganciclovir, 3; [14C]mannitol, 4; famotidine, 5; sulpiride, 6; atenolol, 8; 
furosemide, 9; ranitidine, 10; hydrochlorothiazide, 12; acetaminophen, 13; propranolol 及び 14; 
antipyrine) の計 14 化合物について，iPS 小腸における膜透過性 (Papp) はヒト消化管吸収率 
(Fa) と相関した (Figure 2)．従って，受動拡散及びトランスポーターを介して小腸吸収する薬
物に関しては，iPS 小腸透過性からヒト小腸吸収性を予測できる可能性がある．しかし現状の





本研究は，in vitro 試験系と細胞表面積が異なる小腸においても，in vitro と in vivo 試験系
で単分子輸送活性が等しいという仮定に基づき，P-gp の輸送活性を in vitro 試験系から再構
築できた．また iPS 小腸における加水分解活性，さらに受動拡散及びトランスポーターを介
した細胞透過性は，in vivo 吸収特性を反映することが示唆された．従って，本研究の知見は，
in vitro 試験からの消化管吸収予測研究に対して新たな発展をもたらすことが期待される． 
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P-gp/mdr1a の小腸における in vivo 排出輸送活性について再構築理論を構築し、検証するこ
とを第一の目的とした。さらに，ヒト iPS 細胞由来小腸上皮細胞 (iPS 小腸)について，トラ
ンスポーター及び代謝酵素の活性が in vivo 吸収特性を反映するか検証することを第二の目
的とした。 
LC-MS/MS を用いた膜タンパク質絶対定量法を用いて，マウス，サル及びヒト小腸にお
いて，再構築の対象である P-gp/mdr1a を含むトランスポーター，CYP 及び UGT のタンパ
ク質発現量を測定した。その結果，排出トランスポーター (P-gp/mdr1a 及び BCRP) やグル
クロン酸抱合酵素 (UGT1A1 及び 1A6) 等の分子の発現量に種差が認められた。 
既報の血液脳関門 (BBB) における P-gp/mdr1a の輸送活性の再構築とは異なり，小腸で
は微絨毛の影響で in vivo と in vitro 試験系で単位細胞当たりの表面積に違いがある。そこ
で、細胞膜表面積当たりに換算した理論式を構築し，P-gp/mdr1a 基質薬 6 化合物を含む全
7 化合物について小腸の P-gp/mdr1a の排出輸送活性を再構築した。その結果，論文で報告
されている実測値と 2.1 倍の範囲内で一致した。 
iPS 小腸の加水分解活性が in vivo 小腸の活性を反映するか検討するために，エステル型
プロドラッグ 6 化合物について，iPS 小腸におけるプロドラッグから活性体への加水分解
活性と，これらのプロドラッグをラットに経口投与した時の血漿中活性体暴露量 (Cmax, 
AUC 及び BA) を比較した結果，両者は良好に相関した。排出トランスポーター (P-gp 及
び BCRP) の基質薬及び受動拡散を介して小腸吸収される全 14 化合物に対して iPS 小腸細
胞透過性と報告されているヒト消化管吸収率 (Fa 値) は相関したことから，受動拡散及び
トランスポーターを介して小腸吸収する薬物に関して，iPS 小腸透過性からヒト小腸吸収
性を予測できる可能性が示唆された。 
以上，本研究は小腸における P-gp の輸送活性を in vitro 試験系から再構築する方法を確
立し，さらに iPS 小腸のトランスポーター及び加水分解酵素の活性が in vivo の吸収特性を




表⽪ケラチノサイトにおける Thymic stromal lymphopoietin 産⽣機構に関する研究 







献度は 70％ と⾼いものの、治療満⾜度が 50％ 程度となっており、さらなる治療⽅法が
求められる疾患である。 






TSLP の⾼発現が確認されており、 TSLP が乾癬で重要な Th17 型の免疫応答を促進す
ることが⽰唆されている。これらのことから、 TSLP は両炎症性⽪膚疾患において治療タ
ーゲットになり得る。 
 TSLP を治療ターゲットとする際には、TSLP の産⽣経路もしくは TSLP 受容体の活性
化経路が候補となる。 TSLP 受容体の活性化経路関連では Tezepezumab という抗 
TSLP 抗体や Jak 阻害剤により既に臨床試験が進んでいる⼀⽅で、TSLP の産⽣経路関連
での創薬はまだ進んでいないのが現状である。その理由として TSLP の産⽣制御因⼦とし
て NF-κB 経路以外の詳細が明らかでないことや TSLP 産⽣制御化合物を⾒出す有⽤なス
クリーニング系がないということが考えられた。 




第 １ 章 Lipopolysaccharide (LPS) 誘発性空気嚢型炎症モデルにおける TSLP 産⽣機構
の解析 
 表⽪ケラチノサイトにおける TSLP 産⽣制御機構を解明する上で、まず現在までに⽪膚
組織における TSLP 産⽣機構が明らかとなっていない Toll like receptor 4 (TLR4) 活性化
後の TSLP 産⽣に着⽬した。 TLR4 はアレルギー性炎症の増悪化因⼦としても知られる 





 LPS により空気嚢内液中の TSLP 量は投与 8 時間後をピークに有意に上昇し、また空
気嚢形成⽪膚においても TSLP mRNA 発現が上昇した。⼀⽅でマウスケラチノサイト株 
PAM212 細胞において LPS 単独では TSLP 発現が誘導されず、 LPS 誘発性空気嚢型炎





カインである TNF-α および IL-1β を産⽣していることが明らかとなった。そこで、 IL-1 
⽋損マウスおよび TNF-α/IL-1 ⽋損マウスを⽤いて LPS 誘発性空気嚢型炎症を誘発し、そ
の空気嚢内液中の TSLP 量を野⽣型マウスと⽐較したところ、IL-1 ⽋損マウスでは野⽣型
の約半分の TSLP 量を TNF-α/IL-1 ⽋損マウスでは IL-1 ⽋損マウスの約 3 分の 1 の 
TSLP 量を⽰した。このことから LPS によって活性化した浸潤⽩⾎球等から産⽣される 
TNF-α および IL-1β が本モデルにおける TSLP 産⽣に⼤きく寄与することが明らかとな
った。最後に、 PAM212 細胞を⽤いて TNF-α、 IL-1β 及び LPS の表⽪ケラチノサイトに
おける直接的な TSLP 産⽣誘導能を確認すると TNF-α のみが PAM212 細胞において単
独で TSLP 発現を誘導し、それ以外は TNF-α による TSLP 産⽣の増強に留まった。この
ことから、 TNF-α 刺激にはその他の刺激にはない TSLP 産⽣に必要なシグナル伝達機構
が存在することが⽰唆された。 
 
第 ２ 章 表⽪ケラチノサイトを⽤いた TNF-α による TSLP 発現誘導機構の解析 
 本章では、第 1 章で⽰唆された表⽪ケラチノサイトでの TNF-α によって誘発される 
TSLP 発現に特徴的なシグナル伝達機構を⾒出すことを⽬的とし、特に EGFR transactivation 
に着⽬し研究を⾏った。 EGFR transactivation は他の受容体の活性化が EGF リガンドの切
り出し等を活性化することで EGFR の活性化を誘導するシグナル伝達機構であり、 TNF-
α 刺激によっても上⽪細胞で⽣じることが⽰唆されている。 
 ヒト表⽪ケラチノサイト株 HaCaT 細胞を⽤いて TNF-α 刺激を⾏うと、 EGFR のリン
酸化が上昇し、さらに EGFR 阻害剤 AG1478 によって TNF-α 誘導性の TSLP 発現が抑制
されることを⾒出した。このことから EGFR transactivation が TNF-α 誘導性の TSLP 発現
に寄与することが初めて明らかとなった。さらに、 EGF により EGFR のみを活性化させ
た場合でも HaCaT 細胞において TSLP 発現が誘導されること、それが ERK 阻害剤であ
る U0126 により抑制されることから EGFR 単独の活性化でも TSLP 産⽣を誘導できる
こと、さらにその産⽣には ERK の活性化が必要であることを⾒出した。 
次に TNF-α 刺激から EGFR transactivation までに必要なシグナル伝達機構として、 p38 
および ADAM protease の活性化に着⽬し研究を⾏った。その結果、 p38 阻害剤 SB203580 
および pan-ADAM protease 阻害剤 Batimastat、 ADAM10/17 阻害剤 GI254023X により 
TNF-α 刺激による EGFR と ERK のリン酸化は抑制されるものの、 EGF 刺激による
EGFR と ERK のリン酸化は抑制されなかった。これらの結果から、 TNF-α による EGFR 
transactivation には p38 と ADAM protease 、特に ADAM10 もしくは ADAM17 が重
要な役割を担うことが⽰唆された。以上より、下記のようなスキームで表⽪ケラチノサイト
では TNF-α による TSLP 発現誘導が⾏われていることが⾒出された （図１）。このことに






図１ 表⽪ケラチノサイトでの TNF-α による TSLP 発現機構 
 
第 3 章 恒常的 TSLP 産⽣ケラチノサイト株の同定と応⽤ 
 第 1 章、第 2 章によって NF-κB 経路以外で TSLP 産⽣に重要な経路を新たに⾒出し
たが、本章ではさらに TSLP 産⽣制御をターゲットとした創薬を発展させることができる、
恒常的 TSLP ⾼産⽣マウス表⽪ケラチノサイト株 KCMH-1 細胞を⾒出し、そのスクリー
ニング系への有⽤性評価を⽬的として研究を⾏った。 
 KCMH-1 細胞は他の上⽪細胞株 (PAM212 細胞、 HaCaT 細胞、 BEAS-2B 細胞)と⽐
べて 100 倍以上もの TSLP を無刺激下で産⽣ (約 2000 pg/ml) しており、またそれ以外
のサイトカイン (IL-6、 TNF-α、 IL-4、IFN-γ) は産⽣しておらず、 TSLP 選択的に⾼産⽣
している細胞であることを明らかとした。さらに、これまでに上⽪細胞において TSLP 産
⽣抑制効果が報告されている Dexamethasone や RXR 活性化剤 HX600 による抑制効果
も確認でき、薬学的制御可能な TSLP 産⽣機構をなしていることが⽰唆された。また、 
KCMH-1 細胞の培養上清により recombinant TSLP と同様に⾻髄由来樹状細胞において 
OX40L の発現上昇を誘導すること、それが抗 TSLP 抗体により抑制されることから⽣理
学的活性をもつ TSLP が産⽣されていることが明らかになった。これらより KCMH-1 細
胞が今後の TSLP 産⽣制御化合物探索に有⽤な細胞であることが⽰された。 
 
【まとめ】 
 以上の結果より、TSLP 産⽣制御機構として NF-κB 経路以外に新たに EGFR 






論 文 題 目：表皮ケラチノサイトにおける Thymic stromal lymphopoietin 産生機構に 
関する研究 
Thymic stromal lymphopoietin (TSLP) は上皮細胞を主産生細胞とするサイトカインで
あり、アレルギー疾患を初めとする様々な疾患で病態形成に寄与している。本研究は、上
皮細胞における TSLP 産生制御機構を in vivo ならびに in vitro で解析するとともに、TSLP
を標的とした創薬への応用について検討したものである。
第 1 章では、lipopolysaccharide (LPS) 誘発性空気嚢型炎症モデルにおける TSLP 産生
機構を解析している。LPS は in vitro では TSLP 産生を誘導しないものの、 in vivo では
TSLP の産生を誘導する。これまで、皮膚組織における TSLP 産生機構が明らかとなって
いないことから、 Toll like receptor 4 (TLR4) 活性化後の TSLP 産生機構について着目し、
LPS を用いたマウス空気嚢型炎症モデルを利用して解析した。その結果、LPS を空気嚢内
に注射すると TSLP の産生が誘導されるが、これには LPS 刺激による浸潤白血球等から産
生される TNF-α および IL-1β が大きく寄与すること、さらにマウスケラチノサイト細胞
株である PAM212 細胞を用いて、TNF-α のみが単独で TSLP 発現を誘導し、LPS ならびに
IL-1β は TNF-α による TSLP 産生の増強することを見出した。このことから、 TNF-α 刺
激にはその他の刺激にはない TSLP 産生に必要なシグナル伝達機構が存在することを示唆
した。
そこで、第 2 章では、表皮ケラチノサイトを用いた TNF-α による TSLP 発現誘導機構
の解析し、TNF-α による TSLP 産生には、p38 MAP kinase  の活性化や ADAM protease を
介した EGFR transactivation 機構に基づく ERK の活性化が関与していることを明らかにし
た。
第 3 章では、恒常的かつ選択的に TSLP を高産生ケラチノサイト株を発見し、その特性
を解析した。さらに、本細胞を用いた TSLP 産生阻害薬のスクリーニング系への有用性を
明らかにした。
以上の結果より、TSLP 産生制御機構として  NF-κB 経路以外に新たに  EGFR 
transactivation 機構を見出し、さらに、本研究で同定した KCMH-1 細胞は TSLP 産生
制御機構解明と産生阻害薬の開発に有効であることを示した。これらの結果は、TSLP 産
生制御機構を標的とした新しい抗アレルギー薬の開発に大きく寄与すると考えられる。
よって、本論文は博士（薬学）の学位論文として合格と認める。
